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Abweichungen bei der Durchfiihrung von Tests und 00S
(.,Out-of-Specification”)-Ergebnisse bei der analytischen
Priifung von Arzneimitteln sind noch immer der einsame
Spitzenreiter unter den Mdngelpunkten bei Behordeninspek
tionen (insbesondere bei solchen der amerikanischen
Gesundheitshehorde FDA) von Qualitdtskontrolllabors der
pharmazeutischen Industrie. Warum das trotz aller Fort-
schritte in der pharmazeutischen Analytik noch immer so is
versucht dieser Artikel zu erkiren...

Analytische Validierung

Eigentlich sind die Vorgaben des EURACHEM Guide
,The Fitness for Purpose of Analytical Methods [1]
sowie der entsprechenden pharmazeutischen Guide-
line der ICH (International Conference on Harmoni-
sation) Q2(R1) ,Validation of Analytical Procedures:
Text and Methodology” [2] eindeutig: Die Validierung
eines Priifverfahrens muss sich am vorgesehenen
Zweck und den damit verbundenen Anforderungen
an die Leistungsfdhigkeit des Verfahrens orientieren.

Fiir Gehaltsbestimmungen in der pharmazeutischen
Qualititskontrolle bedeutet das, fiir Wirkstoffe Spe
fikationsgrenzen von 98,0 bis 102,0 % (bei Verw
dung chromatografischer Methoden) und fiir F
arzneimittel Spezifikationsgrenzen von 95 bis
entsprechend den europdischen Erwartungen
hinreichender Sicherheit iberwachen und belege
zu konnen. Die sehr engen Grenzen, denen die
analytischen Ergebnisse entsprechen miissen, sind
nicht zuletzt ein Grund dafiir, dass die Validierung
entsprechend den Vorgaben der International
Conference on Harmonisation so {iberaus formalis-
tisch der eigentlichen analytischen Entwicklung
»aufgepfropft“ werden, anstatt die Validierung sinn-
vollerweise als iterativen Prozess in die Entwicklung
einzubauen. : b
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Qualitdtskontrolle

Validierungsparameter

Einig sind sich alle Vorgaben, dass die Validierung
eines Verfahrens folgende Parameter umfassen muss:

W Selektivitdt (ICH: specificity)

M Kalibrierung (ICH: linearity & range)

M Richtigkeit/Wiederfindung (ICH: accuracy)

B Nachweisgrenze/Erfassungsgrenze
(ICH: detection limit/quantitation limit)

W Prizision (ICH: repeatability/
intermediate precision/reproducibility)

M Robustheit (ICH: robustness)

Je nach Typ des analytischen Verfahrens sind alle

oder nur einzelne dieser Parameter zu belegen.

Mit einem solchermaflen validierten und nachweis-
lich zur Priifung der vorgegebenen Spezifikationspara-
meter geeignetem Priifverfahren sollten daher Er-
gebnisse auflerhalb der Spezifikationen, so genannte
00S-Ergebnisse die seltene Ausnahme sein und wenn
doch, sollte ihr Auftreten auf ein Produktionspro-
blem, nicht auf ein unzureichendes Analyseverfahren
hinweisen.

Die Untersuchung von
00S-Ergebnissen

Die Realitit sieht anders aus. Im Bereich der pharma-
zeutischen Qualitdtskontrolle sind ca. 3 % ,,initiale”
00S-Ergebnisse die Regel, in einzelnen Bereichen
auch mehr [3]. Jedes dieser Ergebnisse ist eine
Abweichung, die entsprechend den rigiden Vorgaben
der FDA eine streng formal abzuarbeitende Unter-
suchung der moglichen Griinde nach sich zieht [4]
(Abb. 1).

Nur ein Teil davon kann einem klaren Laborfehler
oder einer tatsichlich nicht spezifikationskonformen
Charge zugeordnet werden. In vielen Fillen handelt
es sich um ein so genanntes , inconclusive result®,
die Entscheidung iiber die Produktqualitit erfolgt
dann nach mehrfacher Wiederholungsmessung.
Damit trigt man der Tatsache Rechnung, dass
analytische Verfahren eine gewisse Variabilitit
aufweisen, also sowohl systematische als auch
(groRere) zufillige Abweichungen aufweisen, die
aus rein statistischen Griinden zu 00S-Resultaten
fithren kénnen oder miissen (Abb. 2).

Out-of-Specification-Ergebnis

Laboruntersuchung
(Checkliste, Priifung von Vergleichsmustern, Uberpriifung Verfahren...)

Nein Laborfehler identifiziert? Ja j

Bestdtigte Abweichung bei Probenahme = neue Probe

Wiederholung Test

Substitution des
00S-Resultates

Retesting entsprechend SOP
oder Vorgaben

Abweichung oder Fehler
bei Probenahme
oder Herstellung?

weitere 00S-
Resultate

Keine weiteren
00S-Resultate

Bestdtigte Abwei-
chung bei Her-
stellung

Abb. 1 Mdglicher Ablauf einer 00S-Untersuchung entsprechend der FDA 00S Guideline. Refesting erfolgt meist mit n= 6 oder
n = 8, wenn mdglich, gleiche Probe, alle Ergebnisse (auch erstes O0S) werden bei der Statusentscheidung der Charge berlicksichtigt
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Die Prdzision eines
Prifverfahrens als das
MaB aller Dinge?

Fiir die Bestimmung der Leistungsfihigkeit eines
Verfahrens sind alle jeweils zu bestimmenden
Validierungsparameter von gleicher Bedeutung.
Uber die letzten Jahrzehnte ist aber eine erstaunliche
und unerfreuliche Tendenz erkennbar geworden:
Der Hang der Analytiker nach immer prizisieren
Priifverfahren oder um es korrekter zu sagen: Der
Hang dazu, immer niedrigere relative Standardab-
weichungen als Beleg der tiberragenden Prizision
von neuen Priifverfahren zu berichten. Eingereichte
Manuskripte und selbst publizierte Artikel, die einem
Peer Review unterzogen worden sind, schwelgen in
nur schwer nachvollziehbaren oder gar unglaublichen
und unmoglichen Prizisionsdaten.

Mit einer moglichst kleinen relativen Standardabwei-
chung — so der sich darin manifestierende Irrglaube
— belegt man nicht nur, dass das vorgeschlagene
Verfahren zur Priifung enger Spezifikationsgrenzen
geeignet ist, sondern auch, ,wie gut das eigene Labor
arbeitet".

Damit wird einer der Grundpfeiler einer verniinftigen
Validierung geschleift — Validierung wird nicht als
kurzfristige Momentaufnahme betrachtet, sondern
als Beleg fiir die langfristige tiber Jahre und Jahrzehnte
andauernde Leistungsfihigkeit im Routinebetrieb.

Die Uberpriifung von veroffentlichten planar-chroma-
tografischen Verfahren fiir pharmazeutische Anwen-
dungen aus den Jahren 2008 bis 2009 in acht
international renommierten chromatografischen
Journalen ergab Erstaunliches und Erschreckendes:
Nur in einem Bruchteil der Verdffentlichungen
wurden die berichteten Validierungsparameter korrekt
ermittelt, die meisten der gravierenden Fehler (oder
T4uschungen?) wurden bei der Bestimmung der
Prizision gemacht [5].

Der (fromme?) Selbstbetrug

Die Fehler reichen dabei von der totalen , Unter-
schlagung” ganzer wichtiger Teilabschnitte der
Priifung wie Probennahme, Probenvorbereitung und
Einwaage bis zur offensichtlichen Selektion von
besonders ,,guten Prizisionsdaten.
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Abb. 2 Simulation eines Analysenverfahrens mit Zielwert 100,0 %
und einer angenommenen relativen Standardabweichung von 2,0 %.
Obwonhl keine systematische Abweichung, keine Durchfiihrungsfehler
und keine Produktionsabweichungen bertcksichfigt wurden, liegen
3 % der errechneten Werte auBerhalb der unteren (LSL) oder oberen
(USL) Spezifikationsgrenzen, reprdsentieren also ,00S-Ergebnisse”

20 mal Mittelwert aus 6 Messungen berechnef,
zufdllig verteilt Mittelwert = 100; Standardabweichung = 0

6 anndhernd |
Normalverteilung

99 99.2 994 99.6 99.8 100 100.2 100.4 100.6 100.8
Mittelwert

Abb. 3 Simulation von 20 Messreihen mit jeweils 6 Wiederholungen,
Zielwert 100, Standardabweichung 1,0. Man sieht, dass die Mittelwerte
anndhernd normalverteilt eng um den Erwartungswert liegen.
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20 mal Mittelwert aus 6 Messungen berechnet,
zufdillig verteilt Mittelwert = 100; Standardabweichung = 1.0

keine Normalverteilung
- t-Verteilung
— s ist t-Verteilung

04 06 08 1 1.2 14 1.6
Standardabweichung

Abb. 4 Die zu Abbildung 3 gehdrenden Standard-
abweichungen. Anders als die Mittelwerte sind diese
nicht normalverteilt und zeigen eine weite Schwankung
zwischen ,sehr guten” und ,unakzeptablen” Werten.

Im ersten Fall werden die fertig vorbereiteten Probe-
losungen einfach mehrfach aufgetragen (oder in der
HLPC oder GC mehrfach eingespritzt) und die relative
Standardabweichung der Replikate wird stolz als
Verfahrensprizision berichtet. Das hat zur Konse-
quenz, dass die Verfahrensschritte mit der grofiten
Variabilitdt und der groften Beeinflussbarkeit durch
individuelle Unterschiede von Labormitarbeiter zu
Labormitarbeiter nicht betrachtet werden und nur die
schon heute meist automatisierten und daher weniger
streuenden (chromatografischen) Schritte betrachtet
werden.

Wie entscheidend diese aber fiir die wahre Variabilitdt
von Analyseverfahren sind, konnte von uns schon vor
einigen Jahren belegt werden [6]. Alleine durch den
Ersatz der manuellen Einwaage der Standardsubstanzen
fiir die Requalifizierung von HPLC-Geriten gegen
eine automatisierte Einwaage und Probezufithrung
konnte die relative Standardabweichung der Peak-
flachen von durchschnittlich > 0,5 % auf unter 0,3 %
gesenkt werden.

Weniger leicht durchschaubar sind die durch sechs
parallele Priifungen wirklich gemessenen und
trotzdem nicht korrekten Prizisionswerte nach dem
Motto ,,best of. Es ist ein bekanntes Phinomen, dass
Mittelwerte von Serienmessungen annihernd normal-
verteilt sind, was man durch einfache Simulation mit
Excel-Daten leicht zeigen kann (Abb. 3). Die zu diesen
Messserien bzw. Simulationen gehorenden Standard-
abweichungen sind dagegen nicht normalverteilt und
unterliegen weiten Schwankungen. Das wird aber nicht
immer verstanden und entsprechend berticksichtigt —

Technik SST Intermediate Langzeit-
RSD [%] Precision Unsicherheit
RSD [%] RSD [%]

HPLC, automat, 0,3-0,5 0,6-0,8 0,9-1,1
HPLC 0,7-1,0 1,1-1,5 1,6-2,2
GC, direkt ~1,0 1,5 2,2
GC, Headspace ~1,6 2,3 S5
CE ~1,0 1,5 2,2
HPTLC 1,0-2,0 2,1-2,9 3,2-4,3

Abb. 5 Typische Variabilitit chromatografischer
Verfahren in der pharmazeutischen
Qualitiitskontrolle (n = 6)

auch nicht in der ICH-Guideline! Als Konsequenz
werden of , schlechte” Ergebnisse einer ersten echten
Testreihe zur Bestimmung der Prizision auf eine
fehlerhafte Durchfithrung oder mangelnde Erfahrung
geschoben und die Messung wiederholt, bis — wie zu
erwarten — ein , gutes Ergebnis die Eignung des Ver-
fahrens belegt, das damit zum Einsatz frei gegeben
wird (Abb. 4).

Wie kann man
00S-Ergebnisse vermeiden?

Die Konsequenzen solchen Selbstbetrugs haben
letztlich die spdteren Anwender dieses Verfahrens

im Routinebetrieb zu tragen. Ist aufgrund der
geschonten oder missinterpretierten Daten ein fiir
die gestellte Aufgabe ungeeignetes Verfahren in die
Zulassung eingeflossen, sehen sie sich mit einer
erhohten Rate von 00S-Ergebnissen konfrontiert.
Das bringt nicht nur die Verpflichtung mit sich, in
jedem Fall aufwindig die Qualitdt des Produktes
durch Retesting zu belegen, sondern es birgt auch
die Gefahr, dass in dem einem oder anderen Fall das
Retesting diesen Nachweis nicht erbringt und somit
Chargen eigentlich einwandfreier Qualitdt gefihrdet
sind. Nicht zu vergessen die Problematik, wiederholte
00S-Ergebnisse in Inspektionen oder Audits prisen-
tieren und erkldren zu miissen. Natiirlich sind 00S
(,,0ut-of-Specification“)-Ergebnisse nicht vollkommen
auszuschliefen. Aber was moglich ist, ist eine
weitgehende Vermeidung von 00S-Resultaten aus rein
statistischen Griinden aufgrund der zu grofSen
Variabilitdt der Priifverfahren.
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Dies kann durch realistische Validierungsexperimente
und eine ehrliche Abschitzung der analytischen Un-

sicherheit eines vorgeschlagenen Verfahrens erreicht
werden (Abb. 5) [6,7].

Das wiederum kann dann zur Entscheidung fiihren,
dass ein Verfahren fiir die Uberwachung der entspre-
chenden Spezifikationslimits ungeeignet ist und ersetzt
oder verbessert werden muss — oder aber, dass die
gewdhlten Spezifikationen zu ambitioniert sind und
eventuell aufgeweitet werden miissen.

Wird die Entscheidung getroffen, dass die Leistungs-
fihigkeit eines vorgesehenen Verfahrens verbessert
werden muss, sollte dies bevorzugt iiber eine Verbesse-
rung der kritischen Schritte Probennahme —
Probenvorbereitung — Einwaage — Reinigung und
Verdiinnung erfolgen, welche die grofiten Beitrdge zur
Gesamtunsicherheit des Verfahrens beisteuern. Dabei
bietet es sich an, die bisher noch stark manuell
geprigten Arbeitsschritte der Probenvorbereitung,
Einwaage und Standardvorbereitung zu automatisieren.
Innovative Systeme stellen dabei entscheidende
Fortschritte zur Erreichung dieses Zieles dar.

H bernd.renger@vetter-pharma.com
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